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Sweeteners have been widely used as sugar substitutes by people with
chronic conditions, such as diabetes and hyperinsulinemia, due to their low
glycemic index. Additionally, some natural sweeteners exhibit antioxidant
properties, which may help in the treatment of these conditions. Thus, this
study aims to evaluate the antioxidant properties of the natural sweeteners,
stevia and erythritol, using different types of solvents and concentrations. The
analyses were conducted using the DPPH method, with readings taken on a
UV-Vis spectrophotometer.

Introducao

Historicamente, os adocantes tém sido utilizados
como substitutos do aglicar por pessoas com doencas
cronicas, como diabetes, obesidade morbida,
hiperinsulinemia e outras disfuncées endocrinas, devido
a0 seu baixo indice glicémico."” Além disso, seu baixo teor
calorico os torna atrativos para o consumo em dietas. De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria
(ANVISA), os adocantes ou edulcorantes sdo substiancias
naturais ou artificiais/sintéticas que conferem sabor doce
aos alimentos e bebidas. Entre os edulcorantes sintéticos
mais utilizados estio a sacarina, o acessulfame-K, o
ciclamato de sédio e a sucralose. Ja entre os naturais,
destacam-se o xilitol, o eritritol e a stevia, sendo estes dois
ultimos os mais propensos a oferecer beneficios a saude
devido as suas propriedades antioxidantes.””

O surgimento ¢ a progressao de doengas cronicas e
neurodegenerativas estdo relacionados ao estresse oxidativo,
que ocorre devido ao desequilibrio entre a produgdo de
radicais livres e a capacidade do organismo em neutraliza-los
por meio de defesas antioxidantes.! Esse estresse oxidativo é
causado pelo excesso de radicais livres, que sdo gerados
constantemente no metabolismo celular e em diversos
processos patoldgicos.* O sistema de defesa antioxidante tem
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a fung@o de inibir ou reduzir os danos provocados pelos
radicais livres. Assim, a capacidade antioxidante de adogantes
naturais, como a stevia e o eritritol, ¢ de grande importancia
no tratamento de doencas cronicas.

A stevia, um adogante natural proveniente da planta
Stevia rebaudiana, nativa da América do Sul, particularmente
no Brasil e Paraguai, sendo também desenvolvida na Europa e
Asia. Da planta sdo extraidas o esteviosideo e rebaudiosideo,
ilustrados na Figura 1, que s@o os glicosideos majoritarios e
responsaveis pelo sabor doce da stevia, que possui 400 vezes
mais dulcor que a sacarose, sendo utilizadas como
edulcorantes para produzir chocolates, bolos, geleias, entre
outros.’

Devido a quantidade de compostos fenodlicos
presentes na estrutura molecular da stevia, € possivel
neutralizar os radicais livres gerados no metabolismo celular.
Isto ocorre devido a presenca de atomos de hidrogénio
disponiveis para doagdo que inibe a formag@o ou propagagio
das moléculas oxidantes. Além disso, a folha de stevia
contém outras substancias com efeitos benéficos a saude,
sendo anti-hipertensivo, anti-inflamatério, antitumoral e
bactericida.’
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Figura 1. Estrutura quimica dos componentes da stevia,
esteviosideo e rebaudiosideo. Extraido da referéncia 1.
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O eritritol é adogante natural utilizado na confeccao
de chocolates, leite fermentado e outros produtos de
panificac¢do, contendo um baixo valor calérico. Ele pode ser
encontrado em pequenas quantidades em frutas, fungos e
algas, sendo obtido por meio da fermentagdo.® A sua dogura é
em média de 65% maior que a da sacarose, entretanto nao
possui impacto no nivel de glicose nem na insulina, podendo
ser utilizado em pacientes que possuem diabetes mellitus.
Devido a sua estrutura quimica (C4H,004) ser parecida com a
do adogante manitol (C¢Hi4Og), ilustrados na Figura 2, que
possui a habilidade de eliminar radicais livres, o eritritol se
mostra como um potencial para a presenca de atividade
antioxidante.*’

Figura 2. Estrutura quimica dos adocantes manitol e eritritol.
Extraido da referéncia 7.
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A eficiéncia dos antioxidantes pode ser influenciada
por diversos fatores, como temperatura, estrutura molecular e
concentragdo. Para avaliar a capacidade antioxidante em
substancias, um dos pardmetros mais importantes € a cinética
da reagdo, visto que mostra o tempo de protegdo contra a
oxidacdo das moléculas. Para medir a atividade antioxidante
existem diferentes métodos e mecanismos que podem ser
utilizados, sendo que um dos métodos frequentemente
utilizados ¢ a de transferéncia de radical por DPPH.?

O DPPHe, abreviagdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil,
¢ uma molécula de radical livre estdvel devido a
deslocalizag¢ao do elétron desemparelhado pela sua estrutura,
possuindo uma intensa coloragdo violeta.® Esse método &
baseado no consumo deste radical por meio da doacdo de um
elétron pelo composto antioxidante, ilustrado na Figura 3.
Com o consumo deste radical ocorre a descoloracdo da
solu¢do para um tom amarelado, o que indica a eficacia da
reagdo. Essa medigdo ¢ realizada por espectrofotometria UV-
Vis, verificando a diminuigdo da absorbancia do radical
DPPH, no comprimento de onda maximo (515~517 nm), apos
o inicio da reagdo.®’

Figura 3. Mecanismo de reacdo do DPPH para determinagao
da capacidade antioxidante. Extraido da referéncia 10.
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Tendo em vista a utilizagdo de edulcorantes por
pessoas que possuem diabetes, obesidade, hiperinsulinemia
ou outros tipos de morbidades, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar e determinar a atividade antioxidante dos

adogantes naturais, stevia e eritritol, a partir do método

DPPHe com leitura no espectrofotometro UV-Vis.

Metodologia

Para medir a capacidade antioxidante foram
preparadas duas solucdes reagentes de DPPH com o intuito de
verificar uma medida mais adequada da absorbéncia, nas
concentracdes de 1,6 x 10* molL'! e 8 x 10° molL",
utilizando o metanol como solvente nas duas. Para as
amostras de eritritol utilizou-se a sua forma em granel,
preparando uma solugdo na concentragdo de 0,1 gL' e para a
stevia utilizou-se adogantes de marcas comerciais em sachés,
preparando solugdes nas concentragdes de 0,75 gL'e 0,5 gL
As solucdes de eritritol e stevia foram preparadas,
predominantemente, utilizando o metanol como solvente,
entretanto, também foram testados a agua e o etanol como
solvente das solugdes.
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Apos o preparo individual das solugdes, realizou-se
a mistura das solugdes DPPH + eritritol ¢ DPPH + stevia.
Para isto se pipetou 2 mL da solugdo reagente (DPPH) e 2 mL
da solucdo do adocante selecionado em um vidro ambar,
deixando em repouso em um local escuro (armario) por 2
horas. No espectrofotometro UV-Vis, mediu-se o branco
(metanol) e determinou-se a absor¢do da solu¢do de DPPH
em 515 nm (pico de maior absorbancia). Ap6s 2 horas,
determinou-se a absor¢cdo das amostras em 515 nm. Entre
cada medida, lavou-se a cubeta de quartzo com metanol para
limpa-la, diminuindo o erro das medidas, além disso, todas as
amostras foram realizadas em triplicatas. Para o calculo da
porcentagem da atividade antioxidante, utilizou-se a equagao
1'11

AA %=

MX 100 (1)

Onde, Acnroe (Ac) € a absorbancia da solugdo
reagente DPPH considerando o fator dilui¢do, ou seja, ¢ a
solucdo imediatamente apOs ocorrer a mistura € Amosra (A2) a
absorbancia final da mistura ap6s o tempo de reagao.

Por fim, com o intuito de averiguar o tempo de
equilibrio da reagdo, foi realizada uma analise de cinética das
solugdes de eritritol e stevia. Além disso, foram medidos
alguns espectros da composicdo do adocante de stevia por
meio do espectrofotometro de infravermelho para observar se
houve algum tipo de degradagdo com o tempo de exposicao.

Resultados e discussao
Eritritol

Para verificar qual solvente da solugdo de adogante
proporcionava uma maior capacidade antioxidante, foram
realizadas analises utilizando o metanol, etanol e agua, como
solventes da solugdo do eritritol, na concentragdo de 0,1 gL
Para tais analises utilizou-se a solucdo de DPPH na
concentracdo de 1,6 x 10 molL™" e deixou-se as solugdes em
repouso por 2 horas.'”” Os resultados foram expressos na
Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo da capacidade antioxidante em diferentes
solventes.

Capacidade
Amostra Antioxidante (%)
DPPH + (eritritol em metanol) 4,40
DPPH + (eritritol em etanol) 2,44
DPPH + (eritritol em agua) 0,07

Comparando os resultados nota-se que a amostra com
metanol foi a que apresentou maior atividade antioxidante
com 4,4%, desta forma, o metanol foi utilizado como solvente
da solugdo em todas as andlises. Para verificar o tempo de
equilibrio da reacdo da solu¢do de DPPH (8 x 10 molL™") +
Eritritol (0,1 gL"), realizou-se uma anélise da cinética da
reacdo no espectrofotdmetro UV-Vis por 4 horas. O espectro
apresentado na Figura 4, mostra que a solugdo ndo chegou em
equilibrio, indicando que a cinética da reacdo ¢ lenta. Além
disso, pelos valores de absorbancia, foi possivel verificar que
a capacidade antioxidante em 4 horas foi de 10,34%. Isso
pode estar relacionado a estrutura molecular do eritritol, visto
que nao possui nenhuma cadeia fendlica e poucos OH
disponiveis, o que pode afetar na cinética da reagao e na baixa
atividade antioxidante.

Figura 4. Cinética da solugdo de DPPH + solugéo de
Eritritol.
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Tendo em vista o estudo de solventes realizado para
o adogante eritritol, manteve-se o solvente metanol para as
solu¢des com a stevia. Para verificar o tempo de equilibrio da
reagdo da solugdo de DPPH (8 x 10 molL™") + Stevia (0,5 gL-
"), realizou-se uma andlise da cinética da reagdo no
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espectrofotometro UV-Vis por 3 horas, obtendo o espectro da
Figura 5.

Figura 5. Cinética da solugdo DPPH + solugdo de Stevia.
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A partir da Figura 5, observa-se que a solugao tende
ao equilibrio, variando menos a absorbancia apés o periodo
de 2 horas, indicando um menor tempo para o equilibrio,
quando comparada com o eritritol. Ademais, com os valores
de absorbancia, foi possivel verificar que em 3 horas a
solucdo de stevia apresenta 14,63% de atividade antioxidante.
Este resultado pode estar vinculado diretamente a estrutura
molecular da stevia, que apresenta mais grupos fenodlicos.
Além disso, ao comparar a solugdo de stevia nas
concentragdes de 0,5 gL' e 0,75 gL', observou-se que a
primeira apresentou 0,52% de capacidade antioxidante a mais
do que a segunda.

Para verificar a estabilidade da solugdo de stevia, foi
realizada a leitura, por meio do espectrofotdmetro de
infravermelho, de duas solucdes de stevia na concentracao de
0,5 gL' utilizando o metanol como solvente. Uma foi
preparada trés semanas antes da medida e a outra duas
semanas espectros podem ser vistos,
respectivamente, nas Figuras 6 e 7. Observando-as, nota-se
que ndo houve degradacdo das solu¢des durante esse periodo
de tempo, visto que as bandas caracteristicas da solugao

antes, 0s

permanecem nos dois espectros, sendo elas:

e Estiramento -C-O em 1023 cm™, a qual é mais intensa;
e Estiramento -OH em 3300 cm’';

e Dobramento -C-H em 1453 cm™;

e Estiramento simétrico -C-H em 2829 cm’';

e Estiramento assimétrico -C-H em 2953 cm™.

Figura 6. Espectro de infravermelho da solugdo de stevia 3
semanas apos preparagao.
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Figura 7. Espectro de infravermelho da solugdo de stevia 2
semanas ap0s preparagao.
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Conclusoes

Observou-se que o eritritol possui capacidade de
neutralizar moléculas oxidantes, mas, devido a sua estrutura
molecular, ndo contém cadeias fendlicas e possui poucos
grupos OH disponiveis, sua cinética ¢ lenta, resultando em
baixa taxa de atividade antioxidante. Além disso, verificou-se
que, para o método DPPH, o metanol foi o solvente mais
adequado para a solu¢do da amostra. Para o estudo da stevia,
observou-se uma atividade antioxidante de 14,63% em 3
horas de cinética na concentragdo de 0,5 gL™'. A partir desta
cinética, foi possivel verificar que seu comportamento tende a
um tempo de equilibrio mais rapido, o que pode estar atrelado
a sua composicdo, com compostos fenolicos, e a concentragdo
da amostra. Ademais, as solucOes de stevia se mostraram
estaveis no tempo de aproximadamente 1 més, estando
armazenadas em vidro dmbar no armario em temperatura
ambiente, ndo havendo degradagio.

Ao comparar os dois adogantes a granel, a stevia se
mostrou um edulcorante com uma maior capacidade
antioxidante, tendo uma cinética mais rapida do que o
eritritol. Entretanto, nenhuma das solu¢des obteve atividade
acima de 20%, o que os tornam adogantes com baixa
capacidade antioxidante, nas concentracdes estudadas.

Desta forma, em projetos futuros se faz necessario
um estudo mais aprofundado da capacidade antioxidante da
stevia em sua forma natural de folha, a qual pode conter uma
maior atividade antioxidante."* Sugere-se também uma maior
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comparacdo da stevia com outras substincias antioxidantes e
adocantes comerciais.
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